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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Konjugat zur Unterscheidung von krankhaftem und gesundem Gewebe 

@ Die Erfindung betrifft Konjugate, umfassend eine zur 
Fluoreszenz-fahige Verbindung und einen Trager, wobei 
die Verbindung und der Trager iiber eine Saureester- oder 
Saureamid-Bindung verbunden sind und die Verbindung 
eine Anregungswellentange von 630 nm oder grofcer und/ 
oder 450 nm oder kleiner aufweist. Ferner betrifft die Er- 
findung die Herstellung solcher Konjugate sowie ihre Ver- 
wendung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Konjugate zur Unierscheidung von 
krankhaftem und gesundein Gewebe. Verfahren zur Herstel- 
lung bolcher Konjugate sowie ihre Verwendung. 5 

In der Behandlung von krankhaftem Gewebe, z. B. von 
Tumoren. ist die Entfemung desselben oft ein essentielier 
SchritL Hierzu ist es notwendig, daB der operierende Arzt 
genau erkennt, wo krankhaftes Gewebe endet und gesundes 
Gewebe beginnt. Dies ist allerdings oft nicht moglich. Aus- 10 
laufer des krankhaften Gewebes werden daher iibersehen, 
die dann die Basis fur die emeute Entstehung des krankhaf- 
ten Gewebes darstelU. 

Der vorliegenden Erfindung liegt soiriit die Aufgabe zu- 
grunde, ein Mittel bereitzustellen. mit dem krankhaftes von 15 
gesundem Gewebe unterschieden werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den 
Pate ntanspriic hen erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein 
Konjugat, umfassend eine zur Fluoreszenz-fahige Verbin- 20 
dung und einen Trager, wobei die Verbindung und der Tra- 
ger uber eine Saureester- oder Saureamid-Bindung oder 
Enan-Brucke (Schiffsche Base) verbunden sind und die Ver- 
bindung eine Anregungswellenlange von 630 nm oder gro- 
Ber und/oder 450 nm oder kleiner aufweist. 25 

Der Ausdruck "Trager" umfaBt Verbindungen jeglicher 
Art. die zur Anreicherung des Konjugats in einem bestimm- 
ten Gewebe, z. B. einem Tumor, einem Entziindungsherd 
oder in oberflachlich gelegenen kleineren GefaBen, wie 
Neovaskularisationen im Bereich der Cornea (Hornhaut des 30 
Auges). geeignet sind. Beispiele solcher Trager sind Prote- 
ine und Polyether. Zur Ausbildung der Saureester- oder Sau- 
reamidbindung mit der zur Fluoreszenz-fahige n Verbindung 
kann der Trager Hydroxyl- oder Amino-Gruppen aufweisen. 

Die Proteine werden vorzugsweise nicht als korperfremd 35 
angesehen. Sie konnen in nativer Form vorLiegen. In der na- 
tiven Form weisen die Proteine kein inter- und/oder intra- 
molekulares Cross-Linking auf. Gunstigerweise besitzen die 
Proteine ein Molekulargewicht von bis zu 100 000 Dalton, 
insbesondere 30 000 bis 100 000 Dalton. Ferner ist es gun- 40 
stig. wenn die Proteine humane Proteine sind. Beispiele der 
Proteine sind Albumin. Fibrinogen, Transferrin, Immunglo- 
buiine und Lipoproteine, wobei humanes Serumalbumin 
(HSA) bcvorzugt ist. Es konnen auch Fragmentc vorstehcn- 
der Proteine verwendet werden. Ferner kann die Sequenz 45 
der Proteine bzw. der Fragmente da von Anderungen von ei- 
ner oder mehreren Aminosauren gegeniiber bekannten Se- 
quenzen der Proteine bzw. Fragmente davon aufweisen. 

Beispiele der Polyether sind Polyethylenglykole, insbe- 
sondere solche mit einem Molekulargewicht von 100 bis 20 50 
000 Dalton. Vorzugsweise sind die Polyethylenglykole an 
der cndstandigcn Hydroxylgruppe mit ciner C[-CL7-Alkyl- 
gruppe. insbesondere mit einer Methylgruppe, verestert oder 
verethert. 

Ein erfindungsgemaBes Konjugat kann einen oder meh- 55 
rere, insbesondere 2 bis 4, vorstehender Trager aufweisen. 
Liegen mehrere Trager vor. so konnen diese gleich oder ver- 
schieden voneinander sein. Liegen mehrere Polyether vor. 
so werden diese gUnstigerweise so gewahlt, daB das Mole- 
kulargewicht aller Polyether ca. 20 000 Dalton oder mehr 60 
be tragi. 

Der Ausdruck "zur Fluoreszenz-fahige Verbindung" um- 
faBt Verbindungen jeglicher Art, die zur Fluoreszenz ange- 
regt werden konnen. Diese Verbindungen konnen auch pho- 
toaktiv sein. Die Verbindung ist Liber eine Saureester- oder 65 
Saureanud-Bindung oder Enan-Briicke an den Trager ge- 
bunden. Zur Ausbildung dieser kann die zur Fluoreszenz- fa- 
hige Verbindung eine Sauregruppe, z. B. eine Carbon-, Sul- 



fon-. Phosphon- oder Arson-Sluregruppe, eine Hydroxyl- 
gruppe, eine Aminogruppe oder eine Aldehydgruppe auf- 
weisen. Es konnen mehrere dieser Gruppen vorliegen, die 
gleich oder verschieden voneinander sein konnen. Die zur 
Fluoreszenz-fahige Verbindung wird bei einer Wellenlange 
von 630 nm oder groBer, bevorzugt 630 bis 850 nm und be- 
sonders be vorzugt 650 bis 850 nm und/oder bei einer Wel- 
lenlange von 450 nm oder kleiner, bevorzugt 320 bis 450 
nm angeregL Diese Wellenlangen beziehen sich auf Anre- 
gungswellenlange n. die die zur Fluoreszenz-fahige Verbin- 
dung im erfindungsgemaBen Konjugat aufweist; in freier 
Form kann ihre Anregungswellenlange davon abweichen. 
Vertreter dieser Verbindungen sind Porphyrine, wie Tetra- 
sulfophenylporphyrin (TSPP; Anregungswellenlange 
650 nm, wenn es an HSA gebunden ist), Chlorine, Bakterio- 
chlorine, Chlorophylle, Phtalocyanine, wobei diese Verbin- 
dungen Metallionen als Zentralatom aufweisen konnen. Fer- 
ner sind Vertreter der zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung 
Carboxyzimtsaure, Carboxyfluorescein, Acridincarbon- 
saure. wie Acridin-9-carbonsaure, Cumarinsaure. wie Cu- 
inarin 343. Cumarin-3-carbonsaure und Hydroxy cum arines- 
sigsaure (Anregungswellenlange 365 nm, wenn es an HSA 
gebunden ist), und Ihdocyaningrun (Anregungswellenlange 
805 nm, wenn es an HSA gebunden ist), sowie Derivate 
vorstehender Verbindungen. 

Von der zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung konnen im 
erfindungsgemaBen Konjugat eine oder mehrere vorhanden 
sein. Liegen mehrere vor, dann konnen sie gleich oder ver- 
schieden voneinander sein. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Konjugate sind 
in den Fig. 1 bis 3 dargestellt. 

ErfindungsgemaBe Konjugate konnen hergestellt werden, 
tndem die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung mit dem Tra- 
ger unter Ausbildung einer Saureester- oder Saureamid- Bin- 
dung kovalent verbunden wird. Hierzu geeignete Verfahren 
sowie benotigte Mate ri alien sind dem Fachmann bekannt. 

Wenn die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung eine Saure- 
gruppe aufweist. dann konnen die Konjugate hergestellt 
werden, indem diese Verbindung mit Carbodiinud und Hy- 
droxy succini mid zu reaktiven Succinimidylestem und diese 
dann mil dem Trager umgesetzt werden. Bei Konjugaten mit 
mehreren zur Fluoreszenz-fahigen Verbindungen kann die 
Hersieliung der Succinirnidylester gemeinsam oder getrennt 
crfolgcn. 

Die Umsetzung der zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung 
mit Carbodiimid und Hydroxysuccininud erfolgt in einem 
polaren aprotischen Ldsungsmittel, vorzugsweise Dime- 
thylformamid oder Dimethylsulfoxid (DMSO). Das Mol- 
Verhaltnis von zur Fluoreszenz-fahigen Verbindung :Carbo- 
diunid:Hydroxysuccinimid betragt etwa 1:1.5-3:5-10. 
Der gebildete Succinirnidylester wird dann in einer waBri- 
gcn Puffcrlosung, vorzugsweise NaHC0 3 , mit dem Trager, 
wie Albumin, umgesetzt. Die Tragerkonzentration betragt 
etwa 10 bis 70 mg/ml. Die so aktivierte Sauregruppe kann 
dann unler Ausbildung von Saureamid- oder Saureesler- 
Bindungen mit OH- und NH-Gruppen des Tragers reagie- 
ren. wobei erfindungsgemaBe Konjugate erhalten werden. 
Die Konjugate konnen mehrfach gereinigt werden, z. B. 
durch Uhrafiltration. und schlieBlich steril filtrien werden, 
worauf sie applikationsfertig sind. 

ErfindungsgemaBe Konjugate zeichnen sich durch eine 
erhdhte Halbwertszeit im Organismus aus. Desweiteren rei- 
chem sich erfindungsgemaBe Konjugate in krankhaftem Ge- 
webe, insbesondere in Tbmorgewebe, in Entziindungsher- 
den und in oberflachlich gelegenen kleineren GefaBen, z. B. 
von Neovaskularisationen im Bereich der Cornea an. Durch 
Licht wird die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung angeregt, 
wodurch krankhaftes Gewebe sichtbar gemachi werden 
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kann. wohingegen gesundes Gewebe, in dem sich die erfin- 
dungsgemaBen Konjugate nicht anreichem. nicht sichtbar 
gemacht wird. Femer erfolgt keine Stoning durch die Eigen- 
fluoreszenz des Blutes oder von Gewebe, z. B. der Leber, 
wodurch der optische Eindruck nicht verfalscht wird. Wei- 5 
terhin weisen erfindungsgemaBe Konjugate, in der die zur 
Fluoreszenz-fahige Verbindung bei 630 am oder groBer an- 
geregt werden kann, ein hone Eindringtiefe auf. 



Bei spiel 3 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 
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Fig. 1 zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Aeridin- 
9-carbonsaure und humanem Serum albumin. 

Fig. 2 zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Cuma- 
rin 343 und humanem Serumalbumin und 15 

Fig. 3 zeigt die Herstellung eines Konjugates aus Tetra- 
sulfophenylporphin und humanem Serumalbumin. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Bei spiel I 20 

Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugates aus Acri- 
din-9-carbonsaure und humanem Serumalbumin 

Die Struktur und die Herstellung des Konjugats sind in 25 
Fig. 1 dargestellt. 

Es wurden 20 mg Acridin-9-carbonsaurehydrat (A9CS) 
in 2 ml DMSO gelost und etwa 100 mg N-Hydroxysuccini- 
mid (HSl) im Molverhaltnis von etwa 10/1 sowie 30 mg 
N.N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) im Molverhaltnis 30 
von etwa 1,5/1 zugegeben. Nach etwa 6 Stunden ist die Bil- 
dung des Hydroxysuccinimidy testers abgeschlossen. Nach 
dem Abtrennen des Dicyclohexylh am s toffs (DCHH) Liber 
einen losungsmittelbestandigen Fitter (0,2 um) wird der 
Ester zu einer Losung von 2 g humanem Serumalbumin 35 
(HSA), das in 10 ml Originallosung, 10 ml 0,34 M NaHC0 3 
und 10 ml Methoxypolyethylenglykol (MPEG) gelost ist ? 
langsam zugegeben. Die bei der Zugabe entstehende leichte 
Trubung lost sich nach kurzer Zeit wieder auf. Es entsteht 
eine leicht gelbliche Losung eines Konjugats aus A9CS und 40 
HSA. Die Abtrennung der im fertigen Praparat unerwunsch- 
ten Begleitstoffe, wie uberschussiges DCC, HSL nicht ge- 
bundenes A9CS, DMSO und MPEG, erfolgt durch Ultrafil- 
tration (AusschluBgrcnze 10 kD) mit mindestens 4 Wasch- 
vorgangen. . 45 

Beispiel 2 

Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugates aus Cu- 

marin 343 und humanem Serumalbumin 50 

Die Struktur und die Herstellung des Konjugates sind in 
Fig. 2 dargestellt. 

In 2 ml DMSO wurden 20 mg Cumarin 343 (C343 = 10- 
Carboxy-2,3,6,7-tetrahydro- lH,5H,llH-[l]benzopyra- 55 
non[6,7.8,ij3chinolizin-ll-on) gelost. Dazu wurden etwa 
100 trig HSL im Molverhaltnis von 10/1 und 30 mg DCC im 
Molverhaltnis von etwa 1,5/1 zugegeben. Der Ester wurde 
wie in Beispiel 1 beschrieben isoliert und mit HSA umge- 
setzt, wobei eine imensiv gelbe Losung eines Konjugates 60 
aus C343 und HSA erhalten wurde. Die Abtrennung von un- 
erwiinschten Begleitstoffen erfolgt wie in Beispiel 1 be- 
schrieben. 
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Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugates aus Tetra- 
(4-sulfophenyl)-porphin und humanem Serumalbumin 

Die Struktur des Konjugates und dessen Herstellung sind 
in Fig. 3 dargestellt. 

Tetra-(4-sulfophenyl)-porphin (TSPP) wurde in einer 
Konzentration von 10 mg/ml in DMSO gelost. Zu der klaren 
dunkelgriinen Losung wurde die dreifache molare Menge an 
DCC und die funffache molare Menge an HSl zugegeben. 
Nach etwa 3 bis 4 Stunden Reaktionszeit ist die Umsetzung 
zum TSPP-Succinimidy (ester (TSPP-SE) beendeu wobei 
der gebildete Di-Cyclohexylharnstoff feinkomig abgeschie- 
den wird. Die analytische Kontrolle erfolgt mittels Dunn- 
schichtchromatographie. 

Humanes Serumalbunun (HSA, 4 g, d. h. 2 Ampullen zu 
je 2 g in 10 ml) wurden mit 2 x 10 ml 0,17 M NaHC0 3 und 
20 ml Methoxypolyethylenglykol 350 verdunnt und in einem 
100 ml Erlenmeyer-Kolben vorgelegt. Zu dieser HSA-Lo- 
sung wurde langsam unter standigem Ruhren vorstehende 
TSPP-SE-Losung in DMSO zugefiigt, wobei sich die zu- 
nachst klare Losung durch nicht umgesetztes DCC, das in 
waBriger Losung unloslich ist, eintrubt. Nach Beendigung 
der Zugabe von TSPP-SE wurde das Reaktionsgemisch zur 
voilstandigen Umsetzung 30 Minuten bei Raumtemperatur 
geruhn. AnschlieBend wurde die TrUbung Liber eine Steril- 
filtereinheit (Millipore, Stericup - GV, 0,22 um Low Bin- 
ding Duropore Membrane) und die niedermolekularen was- 
serloslichen Komponenten (DMSO. HSl und nicht gebunde- 
nes TSPP) durch Ultrafiltration iiber eine Membran mit 30 
kD AusschluBgrenze (Amicon YM 30) abgetrennt. Es 
wurde ein erfindungsgemaBes Konjugat aus TSPP und HSA 
erhalten. Die Kopplungsausbeute von TSPP an HSA betrug 
85 bis 90%. 

Die analytische Reinheitskontrolle erfolgte mittels HPLC 
unter folgenden Bedingungen: 

Vorsaule: Zorbax Diol (50 x 4 nun) 
Saule 1 : Zorbax GF 450 
Siiule 2: Zorbax GF 450 
Laulniitlel: 0,2 M Na-citrat, pH 7,5 
FluB: 1 ml/niin 

Detektor 1: 280 nm (fur das Protein) 
Detckior 2: 420 nm (fur TSPP) 

Patentanspruche 

1. Konjugat, umfassend eine zur Fluoreszenz-fahige 
Verbindung und einen Trager, wobei die Verbindung 
und der Trager uber eine Saureester- oder Saureamid- 
Bindung eine Enan-Brucke verbunden sind und die 
Verbindung in dem Konjugat cine Anregungswcllcn- 
Uinge von 630 nm oder groBer und/oder 450 nm oder 
kleiner aufweist. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nei. ilaB der Trager ein Protein ist. 

.V "Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
rici. daL> das Protein ein nicht als korperfremd angese- 
Iil-iics. natives Protein ist. 

4 Konjuuji nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
nci. ilas Protein humanes Serumalbumin ist. 

5 Konjugai nach Anspmch 1. dadurch gekennzeich- 
nct. 1U1U der Trager ein Polyether ist. 

<y Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
nci. iluB der Polyether ein Polethylenglykol ist. 
7. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 6. da- 
durch gekcnn/.cichnet. daB mehrere Trager vorhegen. 
S. Konjugat ti^ch einem der Anspriiche I bis 7. da- 



BNSOOCID: <DE_1 973 1741 A1_l_> 



f . 

DE 197 31 741 A 1 

5 6 

durch \-:kennzeichnet. daB die zur Fluoreszenz-fahige 
Verbindung eine Sauregruppe, Hydroxylgruppe, Ami- 
nogruppe oder Aldehydgruppe aufweist. 

9. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 8. da- 
durch gekennzeichnet, daB die Anregungswellenlange 5 
630 bis 850 nm betragt. 

10. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Anregungswellenlange 
320 bis 450 nrn betragt. 

11. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- to 
durch gekennzeichnet, daB die zur Fluoreszenz-fahige 
Verbindung abgeleitet ist von Porphyrin. Chlorin, Bak- 
teriochlorin. Chlorophyll, Phtalocyanin, Carboxyzimt- 
saure, Carboxy fluorescein. Acridinsaure, Cumarin- 
saure oder Indocyaningriin sowie den Derivaten da von. 15 

12. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 11. da- 
durch gekennzeichnet, daB mehrere zur Fluoreszenz- 
fahige Verbindungen vorliegen. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeich- 20 
net, daB die zur Fluoreszenz-fahige Verbindung und 
der Trager unter Ausbildung einer Saureester oder Sau- 
reartud-Bindung kovalent verbunden werden. 

14. Verwendung eines Konjugats nach einem der An- 
spriiche 1 bis 12 zur Unterscheidung von krankhaftem 25 
und gesundem Gewebe. 
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